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摘要：坏死梭杆菌白细胞毒素是坏死杆菌病的主要致病因子，白细胞毒素基因(lkt)是其编码基因。以分离到的国内牛源坏死梭
杆菌 FN(A)菌株 F4 基因组 DNA 为模板，应用 PCR 方法扩增白细胞毒素基因 SH 片段，克隆至 pMD18- T 载体上，以 BamHⅠ和
HindⅢ酶切的目的片段 SH 与相应酶切的 pET32a 载体连接构建 pET32a- SH 重组表达质粒，经转化 E coli BL21(DE3)后用 IPTG
进行蛋白诱导，SDS- PAGE 检测重组蛋白表达情况。结果表明：扩增基因序列大小为 1 800 bp，SDS- PAGE 检测重组蛋白有效表
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Abstract: The leukotoxin of Fusobacterium necrophorum (FN) is considered to be one of the main virulence factors. The lkt gene encodes
for FN. In this study, the SH fragment of lkt gene was amplified by PCR using the F4 genome as the template, which was isolated from the
Chinese Fusobacterium necrophorum strain. The fragment was then cloned to the pMD18- T vector for sequencing. Thereafter, the SH
fragment was subcloned into the multiple cloning sites of the pET32 to construct pET32a- SH recombinant plasmid, which was then trans-
formed into E.coli BL21 (DE3) with IPTG induction for expression. SDS- PAGE was used to analyze the recombinant protein. The results
showed that the SH fragment of about 1800 bp was amplified and was about 80.2 kDa. The fusion protein was purified by Ni- NTA affinity
chromatography under denature conditions, and their purity was above 95%. Western- blot analysis indicated the SH fragment had anti-
genicity against Fusobacterium necrophorum.
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Ex Taq DNA 聚合酶、DL2000 DNAMarker、限制性
内 切 酶 BamHⅠ、Hind Ⅲ 和 pMD18- T 载 体 均 购 自
Takara（大连） 公司。细菌基因组抽提试剂盒和小量
DNA 胶回收试剂盒购于北京天根生物工程有限公司。
T4 DNA 连接酶购自 Promega 公司。HRP 标记兔抗牛
IgG购自 MBI 公司。邻苯二胺（OPD）购自美国 Sigma 公
司。蛋白 Marker 购于 Serva 公司。
坏死梭杆菌 F4 为本研究室分离鉴定并保存；牛源
坏死梭杆菌阳性血清由本实验室保存；大肠杆菌感受
态细胞 C600 由本实验室保存；E.coli BL21 （DE3）和
pET32a 载体由哈尔滨兽医研究所刘思国研究员赠送。
1.2 方法
1.2.1 引物的设计 根据 GenBank 上已发表的坏死梭
杆菌 AF312861 标准菌株的 lktA 序列，应 用 Primer





1.2.2 基因组 DNA 提取与目的基因的扩增 菌株基
因组 DNA 提取依照北京天根生物工程有限公司的细
菌基因组 DNA提取试剂盒说明书所示进行操作。以得
到的牛坏死梭杆菌 F4 菌株基因组 DNA 为模板，用 EX
Taq DNA聚合酶，引物 PU、PL PCR 扩增 SH。
扩增的循环参数为：95℃预变性 5 min，然后 94℃
变性 1 min、63℃退火 1 min 和 72℃延伸 2 min，30 个循
环，最后 72℃延伸 10 min。扩增产物用 0.9%的琼脂糖




因 SH 与 pMD18- T载体在 16℃下连接过夜。取 10μL
连接产物转化到制备好的 100μL C600 感受态细胞
中 ，在含 Amp 的 X- gal 平 板 筛 选 出 阳 性 重 组 质 粒
T- SH，阳性重组质粒用酶切和 PCR 方法鉴定。
1.2.4 目的基因 SH 的序列测定 应用通用引物对克
隆到载体 pMD18- T上的 SH 基因进行序列测定，测序
工作由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。
1.2.5 重组表达质粒 pET32a- SH 的构建 取鉴定阳
性的重组质粒 T- SH 用 HindⅢ/BamHⅠ大量酶切回收
的小片段产物与 HindⅢ/BamHⅠ进行双酶切回收纯化
的 pET32a 进行连接，转化至大肠杆菌感受态细胞
C600 中，在含 Amp 的 X- gal 平板上筛选出阳性重组质





形式表达，因 pET32a 含有 2 个 His 标签，用 Novagen 公
司的 Ni- NTA His- Bind 树脂在变性条件下纯化包涵
体。
1.2.7 纯化蛋白的 Western- blot 分析 将牛源坏死梭





以坏死梭杆菌 F4 的基因组为模板进行 PCR 扩增，
用 0.9%琼脂糖凝胶电泳，DL2000 为对照，SH 特异性基
因扩增片段约为 1 800 bp，与预期大小一致，见图 1。
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2.2 目的基因的克隆与鉴定
抽提的 T- SH 质粒，用 HindⅢ/BamHⅠ双酶切鉴
定，并将质粒稀释 20 倍作为模板进行 PCR 鉴定。双酶
切得到 1 818 bp 和载体 2 700 bp 片段，PCR 鉴定得到
1 800 bp 片段与预期的结果一致。这表明通过 PCR 扩
增所得的 SH 基因序列已插入 T 载体中，获得了阳性
重组质粒，T- SH 见图 2。
2.3 克隆基因 T- SH 序列分析结果
用 Sanger 双脱氧链终止法进行序列测定，用生物
学分析软件 DNAStar 对测序结果与 GenBank 上已发表
的 坏 死 梭 杆 菌 标 准 菌 株 Fusobacterium necrophorum
leukotoxin gene（序列号 DQ672338.1）的 lktA 部分核苷
酸序列进行比较结 果表明，核 苷酸序列 同源性为
98.1%，推导出的相应的氨基酸序列同源性为 98.3%
（见图 3）。
2.4 重组表达质粒 pET32a- SH 的构建
对质粒 pET32a- SH 进行 BamHⅠ/HindⅢ双酶切
和 PCR 鉴定（见图 4），用 1 kb Marker 做标准对照，可以
见到与预期目的基因（1 800bp）和载体 pET32a（5 900bp
左右） 片段大小一致。这表明 SH 已插入 pET32a 载体
中，将该质粒命名为 pET32a- SH。
2.5 目的蛋白诱导表达与纯化
2.5.1 目的蛋白诱导表达 理论计算 SH 重组蛋白分
子量约 61.0 kD，pET32a 与目的蛋白 SH 融合部分约







M. DL2000 Marker; 1. PCR product of SH specific gene
图 1 SH PCR 扩增片段电泳
1. pET32a- SH PCR; M. 1kb Marker;
2. pET32a- SH digested with HindⅢ/ BamHⅠ

















1. pET32a induced with IPTG; 2. SH without IPTG induction;
3. SH with IPTG induction of 4h; 4. SH with IPTG induction of 6h;
5. SH with IPTG induction of 7h; M. high Molecular weight Marker










1 2 3 4 5 M
图 3 SH 与 lktA SH 核苷酸同源性和氨基酸同源性比较
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1,2. T- SH PCR; 3. DL2000 Marker;
4,5. T- SH digested with HindⅢ/BamHⅠ;6. 1kb Marker
图 2 重组质粒酶切鉴定和 PCR 鉴定
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应用 Novagen 公司的 Ni 亲和层析树脂进行纯化，
应用包涵体纯化方法进行纯化，获得了纯度达 95%的
重组蛋白，见图 6。
2.6 Western- blot 检测分析





















验利用 pET32a 原核表达载体本身所带的 His 标签，先
在变性条件下，用镍离子亲和层析法纯化目的蛋白，然
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是 MSTN 基因生物活性区更加保守[2]，东北马鹿 MSTN
基因也不例外。通过 PCR- SSCP 检测，对东北马鹿
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